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resumo 
 
 
A inactivação de microrganismos através da utilização de altas 
pressões é uma técnica recente e os estudos de avaliação do risco de 
desenvolvimento de resistência microbiana ao tratamento são 
escassos. No entanto, este é um aspecto de grande relevância para a 
aplicação industrial da tecnologia de alta pressão, sobretudo quando 
estão envolvidos ciclos sucessivos de pressurização. O objectivo do 
presente trabalho foi avaliar o desenvolvimento de resistência em 
Salmonella typhimurium, sujeita a ciclos repetidos de pressurização.  
Culturas frescas em fase estacionária foram sujeitas a ciclos de 
pressão de 350 MPa (Megapascal) e 400 MPa, à temperatura 
ambiente, aplicada durante 10 minutos. A cultura inactivada em cada 
ciclo foi usada como inóculo para a cultura a sujeitar ao ciclo de 
pressurização seguinte. Após crescimento até fase estacionária, cada 
nova cultura foi mantida no frio até à pressurização. A inactivação 
microbiana foi quantificada pela redução do teor de microrganismos 
viáveis (Unidades Formadoras de Colónias - UFC por mL) avaliado 
por sementeira em meio sólido e contagem de colónias. Foram 
realizados 13 ciclos de inactivação a 350MPa e 16 ciclos a 400MPa. 
No sentido de avaliar a alteração genética ou fenotípica da população, 
as culturas usadas nos diferentes ciclos foram sujeitas a tipagem 
molecular [BOX-PCR] e análise de proteínas por análise RC DC. As 
reduções de viabilidade diminuiram após o primeiro ciclo de 
inactivação, evidenciando um aumento imediato de resistência na 
população sobrevivente ao primeiro ciclo de pressurização. Entre o 
sexto e o oitavo ciclos verificou-se uma recuperação parcial da 
susceptibilidade. Nos ciclos seguintes e especialmente para a pressão 
400MPa registou-se novamente aumento da resistência, sem sinais 
de recuperação da susceptibilidade nos ciclos seguintes. A análise 
molecular não revelou diferenças genéticas significativas entre as 
várias populações bacterianas, o que constitui um indício de 
adaptação ao nível fisiológico. A análise proteica revelou algumas 
diferenças mas é necessário desenvolver mais trabalho experimental. 
Estes resultados demonstram que é possível o desenvolvimento de 
resistência à pressurização em populações bacterianas expostas a 
ciclos de inactivação sucessivos. É por isso importante que a cinética 
de inactivação bem como o desenvolvimento de resistência e a 
recuperação de viabilidade microbiana após ciclos de tratamento por 
alta pressão sejam cuidadosamente avaliados no sentido de melhorar 
a segurança associada à aplicação desta tecnologia à conservação 
de alimentos.  
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abstract 
 
Utilization of high pressure for the inactivation of microorganisms is a 
recent technology and studies on the assessment of the development of 
microbial resistance to high pressure are rather scarce. However, this is an 
aspect of great importance to the application of high pressure processing in 
industry, especially when consecutive high pressure microbial inactivation 
cycles are implicated. The main objective of this work was the evaluation of 
the increase of resistance to high-pressure in Salmonella typhimurium, 
when exposed to repeated cycles of pressurization.  
Fresh stationary phase cultures were submitted to 350 MPa (Megapascal) 
and 400 MPa pressurization cycles, at room temperature for 10 minutes. 
The inactivated culture in each cycle was used as inoculum for the culture 
to be used in the following cycle of pressurization. After growth, the new 
cultures were refrigerated until the next pressurization cycle. Microbial 
inactivation was quantified as the reduction in viable cells evaluated in agar 
plates and colony counts (CFU - Colony Forming Units/ mL). During the 
experiment, 13 cycles of 350 MPa and 16 cycles of 400 MPa were 
performed. To detect phenotypic and genetic shifts, the populations 
corresponding to the different cycles were characterized by genetic 
fingerprinting [BOX-PCR] and RC DC protein assay. Inactivation by high-
pressure showed a decrease after the first cycle, indicating an immediate 
increase of resistance in the surviving population. Between cycles 6 and 8, 
there was a partial recovery of susceptibility. However, in the following 
cycles and especially for 400 MPa pressure, a new increase in resistance 
occurred, without any signs of inversion of this trend in the following cycles. 
The analysis of BOX-PCR profiles did not reveal significant differences 
between the different bacterial populations corresponding to different 
cycles which were interpreted as an indication of a physiologic adaptation 
of the population. Protein assay revealed several differences but further 
analysis is necessary. These results show that the development of 
resistance to high-pressure inactivation can occur in bacterial populations 
exposed to successive inactivation cycles. Therefore, it is not only 
important to characterize the inactivation kinetics but also, to evaluate the 
development of microbial resistance and the recovery of viability after 
multiple pressure cycles, in order to improve the safety of the applications 
of this technology to food preservation. 
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1. Introdução 
1.1 Alimentos e segurança alimentar 
Alimentos são quaisquer substâncias consumidas por organismos vivos, que 
constituem a maior fonte de energia e nutrição dos animais e têm geralmente origem 
animal ou vegetal (Turhan, 2008). A indústria alimentar, por sua vez, é toda a indústria que 
envolve o processamento, preparação, conservação, distribuição e serviço de alimentos 
(bebidas incluídas) e se ramifica nas mais diversas indústrias como o caso da indústria 
agrícola, florestal, cinegética, da segurança alimentar, das pescas e dos congelados 
(Turhan, 2008).   
A investigação na área da segurança alimentar é uma tarefa exigente e rigorosa, 
uma vez que vai servir directamente consumidores que procuram alimentos com 
características, qualidade e quantidade distintas (Swartzel, 2001). O elevado controlo 
alimentar e as normas rigorosas permitem reduzir o risco de desenvolvimento de doenças 
ligadas à ingestão de alimentos, aumentando o grau de segurança dos mesmos (Gardner, 
1993). 
O controlo alimentar é assim, um aspecto fulcral destas indústrias que dependem do 
grau de excelência dos alimentos. Deste ponto de vista do controle da qualidade, os 
factores mais importantes são a segurança, a qualidade nutricional e o valor económico 
(Gardner, 1993). As autoridades governamentais de cada país é que definem os critérios 
pelos quais estas indústrias se devem reger e são elas que conduzem a investigação, os 
testes e a avaliação dos métodos para determinar a segurança dos ingredientes alimentares 
e dos processos. São também estas autoridades que auditam os processos industriais de 
maneira a assegurarem-se que estão a ser cumpridos os critérios e por último, são também 
elas que comunicam com a indústria e consumidores (Gardner, 1993). 
A segurança alimentar é dos parâmetros mais valorizados e embora seja da 
responsabilidade de diversas agências governamentais é importante não só para estas, 
como também para inúmeras organizações profissionais e consumidores. Verificando os 
critérios de segurança alimentar pode evitar-se ou diminuir-se as contaminações dos 
alimentos e a incidência de infecções e intoxicações (Vaclavik & Christian, 2008).  
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A introdução do método HACCP - Hazard Analysis and Critical Control Point - 
cujos pontos principais estão representados na Fig. 1, foi uma das maiores revoluções no 
campo da segurança alimentar (Vaclavik & Christian, 2008) e desencadeou a introdução de 
técnicas inovadoras para tentar dar resposta às exigências do consumidor de alimentos 
livres de microrganismos patogénicos (Rastogi et al., 2007).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A metodologia HACCP analisa os perigos e pontos críticos de controlo, recorrendo 
a um sistema baseado numa forma sistemática de identificação e análise de perigos 
associados à produção de alimentos e ainda ajuda a definir maneiras para os controlar 
(Figueiredo & Neto, 2001). Esta abordagem permite uma redução substancial da 
contaminação de alimentos e aumenta a sua segurança (Vaclavik & Christian, 2008).  
Para além da implementação do HACCP, a preocupação com a segurança alimentar 
tem vindo a suscitar a procura de novas técnicas de processamento que reduzam o nível de 
contaminação microbiológica e aumentem o nível de segurança de alimentos. Algumas 
destas abordagens, designadamente as que envolvem modificação genética de organismos 
ou aplicação de radiações ionizantes como a radiação gama, têm deparado com alguma 
desconfiança por parte dos consumidores (Patterson et al., 2006) No entanto, à técnica de 
processamento por altas pressões (High Pressure Processing, HPP), tem sido reconhecido 
o potencial para satisfazer tanto o meio científico e tecnológico como os consumidores 
(Patterson et al., 2006).  
Fig. 1 - Esquema com os principais pontos do sistema HACCP (adaptado de Lemos, 1999). 
 
Verificar se o sistema está a funcionar conforme planeado
Tomar acções correctivas sempre que os resultados da 
monitorização indiquem que o critério não foi atingido
Monitorizar pontos críticos de controlo
Instituir medidas de controlo e estabelecer critérios para assegurar 
o controlo
Determinar pontos críticos de controlo
Identificar perigos e avaliar a sua gravidade e riscos
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1. 2 Tecnologia de altas pressões no processamento de alimentos 
A pressão (P) é a força aplicada numa direcção perpendicular à superfície de um 
objecto, numa determinada unidade de área. A sua unidade no Sistema Internacional é o 
Pascal (Pa), que equivale ao Newton (N) por metro quadrado (N/m
2
). Outras unidades 
(Tabela 1) são igualmente utilizadas no dia-a-dia como é o caso das medidas bar, psi, atm, 
Torr e Kg cm
-2 
(Friedman, 2002).  
 
Tabela 1- Diferentes unidades de pressão (adaptado de Friedman, 2002). 
 Pascal 
 (Pa) 
Bar (bar) Atmosferas (atm) 
Torr 
 (Torr) 
Pounds per 
square inch (psi) 
1 Pa ≡ 1 N m-2 10−5 9.8692×10−6 7.5006×10−3 145.04×10−6 
 
No tratamento por altas pressões, os alimentos líquidos ou sólidos são submetidos a 
pressões elevadas, geralmente valores superiores a 100 MPa (1 MPa = 145,038 psi = 10 
bar = 9,869 atm = 10,197 Kg cm
-2
). Na pressurização, realizada num espaço confinado, 
emprega-se um fluído que actua como meio de transferência da pressão. A pressão é 
aplicada de igual modo em todas as direcções (Brites et al., 2010). A transmissão isostática 
(Fig. 2), ou seja, a transmissão uniforme de pressão pelo alimento, permite que o produto 
não se deforme quando sujeito às pressões elevadas. Esta transmissão é praticamente 
instantânea. Este processo uniforme e instantâneo, baseado no princípio de Pascal segundo 
o qual a pressão exercida num líquido confinado e incompressível é transmitida igualmente 
em todas as direcções através do fluído (Bloomfield, 2006). Isto leva a que, 
independentemente do tamanho ou forma do produto, se obtenha um tratamento 
homogéneo (Rodrigues, 2007). Quando a pressão é exercida, o produto vai sofrer uma 
redução de volume de cerca de 15% e só posteriormente regressará ao seu estado original, 
embora as embalagens utilizadas em alimentos sujeitos a HPP permitam que a selagem e 
margens originais se mantenham intactas (Douglas, 2004).  
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O processamento de alimentos por altas pressões, é uma aplicação emergente que 
torna os alimentos mais seguros e aumenta a sua estabilidade, ao mesmo tempo que 
permite manter a maioria das suas características organolépticas e valor nutricional. 
Satisfaz as exigências dos consumidores quanto à frescura dos alimentos sem suscitar a 
desconfiança associada a outros métodos, como a irradiação (Lado & Yousef, 2002; 
Douglas, 2004). É um método não-térmico de preservação e uma técnica de pasteurização 
que causa mudanças nulas ou mínimas nos atributos nutricionais e organolépticos do 
produto processado, ao contrário da maioria dos tratamentos convencionais por calor. Esta 
técnica é conseguida aplicando altas pressões, geralmente entre os 100 e 1000 MPa aos 
produtos alimentares (Lado & Yousef, 2002; Douglas, 2004).  
 A ideia da utilização da pressão no processamento de alimentos não é nova. Os 
primeiros ensaios datam de 1895 (San Martín et al., 2002) mas foi necessário quase um 
século para que se passasse da investigação a aplicação industrial. A pressurização 
isostática tem actualmente, sido utilizada com sucesso em diversas indústrias, 
designadamente cerâmica e metalúrgica (Rodrigues, 2007). Só recentemente se introduziu 
este processo na indústria alimentar (Tabela 2).  
 
 
 
Fig. 2 - Representação esquemática do princípio do processamento isostático (adaptado de Rodrigues, 2007) 
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Tabela 2 - A história da introdução da High Pressure Processing na indústria alimentar (Adaptado de San Martín et al., 
2002. 
Anos Evento 
1895 H. Royer (França) utilizou altas pressões para matar microrganismos 
1899 B. H. Hite (EUA) utilizou a alta pressão para preservação de alimentos 
1980-1990 Japão iniciou produção de compotas e sumos de fruta através da HPP 
1990-2000 A Avomex (EUA) iniciou produção de guacamole através de abacates com 
um sabor fresco e validade prolongada devido à HPP 
2000 Na Europa a técnica começou a ser utilizada em sumos à base de fruta e nos 
EUA começou a venda das primeiras ostras com uma concha de abertura 
fácil, sumos de fruta e carne de aves  
2001 A venda de sumos de fruta esterilizados por HPP é aprovada no Reino 
Unido 
 
Os equipamentos de alta pressão na indústria (Fig. 3a) diferem dos utilizados em 
investigação (Fig. 3b). Os primeiros podem ser descontínuos para alimentos sólidos, 
viscosos e particulados, em processamento batch para embalagens ou semi-contínuos em 
processamento bulk para alimentos líquidos.  
 
 
O esquema geral de um tratamento de HPP com a utilização de pressão hidrostática 
(pressão isostática onde o fluído de transmissão de pressão é a água) começa quando o 
material a tratar é colocado no vaso de pressurização (carregamento), e o vaso é selado 
(fecho) e preenchido com água (enchimento). Depois, uma bomba força mais entrada de 
água no vaso, levando à criação de pressão (pressurização) hidrostática. Dependendo da 
composição do produto, poderá haver um pequeno aumento de temperatura de 
Fig. 3 a e b - O aspecto dos equipamentos de altas pressões utilizado (a) na indústria e (b) em investigação, evidenciando a 
grande diferença de tamanho entre ambos (http://www.avure.com, acedido em 31 Maio 2011). 
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aproximadamente de 3ºC por cada 100 MPa aplicados. De seguida a pressão é mantida 
durante um período de tempo previamente estudado para cada tipo de alimento que leva à 
inactivação dos microrganismos patogénicos e dos microrganismos responsaveis pela 
deterioração dos alimentos (Douglas, 2004). A aplicação instantânea e uniforme de pressão 
leva a que a inactivação de microorganismos ocorra tanto à superfície como no interior do 
alimento. Quando o ciclo está completo, o vaso é rapidamente despressurizado e as 
temperaturas regressam aos valores iniciais (desarejamento). Por último, o vaso é aberto e 
o alimento é removido (Douglas, 2004). 
A utilização de HPP na produção de alimentos tem sido progressivamente 
introduzida e legislada em diversos países da Europa, Américas e Ásia. Os produtos nos 
quais tem sido aplicada incluem doces de morango, kiwi e maçã, compotas, sumos de uva, 
alperce, laranja, cereja, maçã e tomate, cidra, vinhos, leite, iogurtes, queijos, carnes de ave 
e porco, presunto fatiado e fiambre, salsichas cruas de lulas e peixe, bacalhau, ostras, frutos 
do mar e outro marisco de concha, arroz, fruta cristalizada, batidos, gelatina, pasta de pêra 
de abacate (guacamole), molhos para saladas e outros condimentos, pickles, vegetais e 
vitaminas B1 e B6 (Sancho et al., 1999; Fellows, 2000; Yuste et al., 2001; Douglas, 2004; 
Patterson et al., 2006). A tecnologia HPP é utilizada em Portugal na esterilização de sumos 
de fruta e gaspacho (San Martín et al., 2002). Os sumos de fruta constituem um bom 
exemplo de aplicação bem sucedida de HPP. Uma vez que o produto perde qualidade, 
quando submetido a altas temperaturas, não se recorria a métodos térmicos para a 
inactivação de microrganismos microbiológico o que, até recentemente, representava um 
risco elevado de adulteração e consequente perda económica para os produtores. O 
guacamole, produzido a partir de abacate, possuia também validade curta, dificultando a 
resposta à elevada procura por parte dos consumidores e à necessidade de manter em stock 
este produto que se pretende sempre fresco (Yuste et al., 2001). As ostras, 
independentemente do seu valor comercial, reportavam frequentemente vários casos de 
surtos de gastroenterites associados a espécies de Vibrio, porque regularmente consomem-
se cruas (Patterson et al., 2006). A introdução da HPP, veio revolucionar a comercialização 
destes produtos, uma vez que permitiu a sua conservação com preservação da frescura, 
textura, cor, nutrientes e sabor característicos (San Martín et al., 2002). A aplicação de 
HPP melhorou significativamente a segurança microbiológica através da inactivação de 
microrganismos patogénicos, microrganismos causadores de deterioração e também de 
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algumas enzimas, alargando a validade de diversos produtos, sem recurso à aplicação de 
calor (Patterson et al., 2006). A redução dos custos com mão de obra utilizada  por 
exemplo na abertura das ostras foi um benefício adicional da aplicação de HPP neste tipo 
de produto (Fellows, 2000). Após tratamento por HPP, as ostras abrem-se facilmente, sem 
danificar a concha, mantendo integralmente a humidade, textura e sabor, e obrigando 
apenas à colocação de uma banda que una as conchas após o tratamento. Para o 
consumidor também há vantagens, porque apenas precisam de remover a banda de 
protecção e a ostra abre-se automaticamente ficando pronta a servir (Patterson et al., 2006).  
O tratamento pode ser realizado a baixas temperaturas, ou mesmo à temperatura 
ambiente, e o processamento pode ser efectuado já com o produto empacotado 
independentemente do tamanho ou geometria da embalagem, aumentando a flexibilidade 
da técnica e alargando a gama de produtos que podem ser sujeitos a este tratamento 
(Fellows, 2000). O tratamento por HPP reduz ou elimina a dependência de conservantes e 
não há registo de toxicidade (Patterson et al., 2006). Outra vantagem da HPP é a 
possibilidade de desenvolver novos alimentos, alterar texturas ou modificar características 
de alimentos já existentes, como por exemplo leite com espuma com propriedades 
melhoradas (Fellows, 2000).  
Para além de vantagens relacionadas com as propriedades do alimento, há ainda 
implicações ambientais interessantes. O consumo de energia é mais baixo do que no caso 
dos tratamentos térmicos, e o tempo necessário para o processamento é mais curto 
(Patterson et al., 2006) e há ainda redução da quantidade de efluente produzida (Fellows, 
2000). Esta técnica pode também ser utilizada em conjunto ou em complemento com 
outras técnicas (Fellows, 2000) levando na maioria dos casos a um aumento considerável 
da rentabilidade (San Martín et al., 2002). 
1. 3 Efeitos do processamento por alta pressão em microrganismos 
A inactivação de microrganismos por HPP foi inicialmente testada em Escherichia 
coli e Staphylococcus aureus por Royer (1895) e tem desde então sido estudada por 
diversos investigadores de vários grupos científicos (Tabela 3).  
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Tabela 3 - Aplicação de alta pressão em investigação em biociências (adaptado de Rivalain et al., 2010) 
Autor Ano Utilização de Altas Pressões para estudos de: 
Royer 1895 Destruição de E. coli e Staphylococcus aureus 
Hite 1899 Preservação do leite 
Bridgman 1914 Coagulação do albúmen 
Hite et al. 1914 Inactivação de microrganismos em frutas e vegetais 
Basset & Macheboeuf 1932 Resistência das bactérias à pressão 
Basset & Macheboeuf 1933 Resistência dos vírus à pressão 
Atanasiu et al. 1951 Resistência dos vírus à pressão 
Basset et al. 1956 Resistência dos vírus à pressão 
Basset et al. 1935 Resistência dos vírus à pressão 
Basset & Macheboeuf 1933 Antigénios, anticorpos e imunogenicidade 
Basset et al. 1935 Tumores 
Timson & Short 1965 Efeito da pressão nos microrganismos presentes no leite 
Gould & Sale 1970 Germinação de esporos sob pressão hidrostática 
Wilson 1974 Esterilização de alimentos pouco acídicos 
Elgasim & Kennick 1980 Proteínas da carne 
Charm et al. 1977 Armazenamento de alimentos refrigerados 
Marquis 1976 Resposta dos sistemas biológicos a pressões > a 110 MPa 
Marquis & Matsumara 1978 Resposta dos sistemas biológicos a pressões > a 110 MPa 
Morild 1981 Enzimas 
Heremans 1982 Proteínas e outras biomoléculas 
Popper & Knorr 1990 Preservação de alimentos 
Hoover et al. 1989 Efeitos biológicos nos microrganismos dos alimentos 
Farr 1990 Tecnologia na indústria alimentar 
Hayashi 1989 Novos processos alimentares 
 
A pressão afecta a conformação secundária, terciária e quaternária de 
macromoléculas como ácidos nucleicos, polissacáridos e proteínas (Yuste et al., 2001). 
Assim, as altas pressões afectam os microrganismos, tanto os patogénicos, como os 
causadores de biodeterioração, e também algumas enzimas, contribuindo para a segurança 
e estabilidade dos alimentos (San Martín et al., 2002). Diversos estudos têm demonstrado 
múltiplos efeitos das altas pressões nos mais variados sistemas biológicos, sendo estes 
dependentes de factores biológicos, físicos e químicos relacionados com os 
microrganismos-alvo, com o meio em que estes se encontram e com as condições de 
pressurização. 
O mecanismo de inactivação dos microrganismos é variável. A membrana celular é 
o primeiro alvo da pressurização, sofrendo alteração da permeabilidade, devido à redução 
de volume da camada de fosfolípidos (Patterson et al., 2006). A parede celular dos 
microrganismos (Hoover et al., 1989) e a morfologia da célula são também afectadas 
(Patterson et al., 2006). A pressão afecta a troca de iões, devido à alteração de 
permeabilidade da membrana, a composição dos ácidos gordos, a morfologia dos 
ribossomas, inibe a actividade enzimática, e desestabiliza o complexo de replicação do 
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DNA e causa colapso dos vacúolos (Hoover et al., 1989; Smelt, 1998; Yuste et al., 2001; 
Hugas et al., 2002; Torres & Velazquez, 2005; Patterson et al., 2006; Rastogi et al., 2007; 
Yaldagard et al., 2008). Como outros efeitos das altas pressões foram ainda observadas 
alterações nas mitocôndrias e no citoplasma de leveduras expostas a pressões entre os 400 
e 600 MPa, bem como a condensação do material nuclear, degradação de proteínas da 
membrana plasmática e presença de ATP extracelular, indicativo da ruptura da membrana 
(Smelt, 1998). A pressurização tem ainda impacto no funcionamento dos ácidos nucleicos. 
Apesar de estes serem relativamente estáveis e resistentes, tal não acontece com enzimas e 
ribossomas, pelo que, os mecanismos de replicação, transcrição e tradução são fortemente 
afectados (Yuste et al., 2001). No entanto, a inactivação microbiana em termos biológicos, 
também resulta presumivelmente de uma combinação de factores, uma vez que esta técnica 
não inibe ou destrói um organelo em si ou uma função celular específica (Hugas et al., 
2002). A morte da célula é provavelmente ocasionada por danos múltiplos ou acumulados 
(Hugas et al., 2002). 
Outros factores biológicos estão relacionados com a espécie, morfologia e tipo 
Gram, a fase de crescimento e a idade da cultura do microrganismo alvo (Yuste et al., 
2001; Hugas et al., 2002; San Martín et al., 2002; Jofré et al., 2010).  
Dentro dos vários grupos de microrganismos, há uma relativa heterogeneidade na 
sensibilidade à alta pressão. A resistência dos microrganismos as altas pressões varia de 
acordo com a seguinte ordem: células vegetativas de bactérias, leveduras e fungos 
filamentosos < vírus < ascósporos e endósporos bacterianos (Black et al., 2007; Doona & 
Feeherry, 2007). As altas pressões podem também inactivar priões (Balny, 2006; Heindl et 
al., 2008).  
De um modo geral, quanto maior a complexidade celular, maior a susceptibilidade 
do organismo, e por essa razão as células eucarióticas são bastante mais sensíveis do que as 
células procarióticas (San Martín et al., 2002). As leveduras são mais sensíveis que as 
células vegetativas de bactérias e que os endósporos bacterianos (Smelt, 1998; Yaldagard 
et al., 2008). Os fungos filamentosos são facilmente inactivados, com a excepção dos 
ascósporos (Yaldagard et al., 2008). No entanto, sabe-se pouco sobre a inactivação das 
micotoxinas de bolores por HPP (Patterson et al., 2006) embora a concentração de 
patulina, dificilmente inactivada pelo calor possa ser reduzida por pressurização (San 
Martín et al., 2002). A tecnologia de alta pressão é mais eficiente na inactivação de formas 
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vegetativas de bactérias e fungos unicelulares e filamentosos, sendo os endósporos 
bacterianos mais resistentes do que as células vegetativas correspondentes (San Martín et 
al., 2002). 
Nas bactérias, a sensibilidade à pressão está relacionada com o seu tipo Gram e 
com a morfologia celular. As bactérias Gram-positivas, como Staphylococcus aureus, são 
mais resistentes que as bactérias Gram-negativas, como Salmonela sp. e os cocos são mais 
resistentes que as formas vibrióides (Yuste et al., 2001; Hugas et al., 2002; Jofré et al., 
2010). A diferença entre bactérias Gram positivas e negativas poderá estar relacionada com 
a complexidade da parede celular. As células Gram negativas têm uma parede celular mais 
complexa devido à presença de uma membrana externa. Entre a membrana externa e a 
membrana citoplasmática há uma camada fina de peptidoglicano que as torna mais 
sensíveis (Smelt, 1998, Patterson et al., 2006). Pelo contrário, as bactérias Gram positivas 
são menos complexas, possuindo uma membrana interior e uma camada espessa de 
peptidoglicano. Na Fig. 4 D pode notar-se que as alterações nas células da Salmonella 
(Gram-negativa) ao nível da condensação do citoplasma são mais acentuadas do que na 
Fig. 4 B, que representa células de Listeria (Gram-positiva), (Mackey et al., 1994). 
 
Fig. 4 - Listeria monocytogenes (Gram-positiva) não pressurizada (A) e pressurizada a 500 MPa durante 10 min (B). 
Salmonella thompson (Gram-negativa) não pressurizada (C) e pressurizada a 500 MPa durante 10 min (D). As barras 
horizontais correspondem a 0,5 μm. (adaptado de Mackey et al., 1994) 
Diferentes estirpes dentro das espécies Listeria monocytogenes, Staphylococcus 
aureus, Escherichia coli e Salmonella enterica Serovar Typhimurium demonstram também 
diferente sensibilidade à pressurização (Alpas et al., 1999). A diversidade fenotípica 
quanto às propriedades da membrana dos microrganismos pode estar relacionada com a 
variabilidade intra-específica da sensibilidade à pressão (Hugas et al., 2002), pois pode 
traduzir-se em diferente composição de ácidos gordos na membrana (Hugas et al., 2002). 
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No entanto, a variação da susceptibilidade entre estirpes diminui quando há aplicação de 
temperatura mais elevada, para o mesmo valor de pressão (Alpas et al., 1999).  
As células em fase de crescimento exponencial são mais sensíveis que as células 
dormentes, em fase estacionária ou em fase de morte e os esporos bacterianos são das 
formas mais resistentes à pressão (San Martín et al., 2002; Hugas et al., 2002; Rastogi et 
al., 2007). As formas viáveis não cultiváveis e as células dormentes de Vibrio spp. bem 
como de Listeria monocytogenes apresentam maior resistência à inactivação por HPP do 
que células da mesma espécie noutras condições metabólicas (Berlin et al., 1999; Wen et 
al., 2009). 
Os endósporos tornam-se mais susceptíveis se forem submetidos a um ciclo de 
pressão prévio que induza a germinação, seguido de um novo ciclo que inactive as células 
vegetativas resultantes dos esporos germinados. Um tratamento anterior ou posterior de 
temperatura elevada pode aumentar o efeito da pressurização (Smelt, 1998; Yuste et al., 
2001; San Martín et al., 2002; Torres & Velazquez, 2005; Patterson et al., 2006; Yaldagard 
et al., 2008).  
É ainda escassa a informação sobre a inactivação dos vírus por HPP. No entanto, 
estudos com Poliovírus em cultura de tecidos sugerem uma elevada resistência (Smelt, 
1998; Patterson et al., 2006). O calicivírus felino, relacionado com o vírus Norwalk, e o 
vírus da Hepatite A (Balny, 2006) e rotavírus humano são mais sensíveis, o que indica que 
os tratamentos utilizados para inactivação dos patogénos bacterianos poderão ser 
suficientes para destruir partículas virais (Patterson et al., 2006). Os vírus com envelope 
são mais sensíveis às altas pressões que os vírus sem envelope (Rendueles et al., 2010). 
Alguns estudos demonstraram também o efeito negativo da alta pressão em alguns priões 
(Patterson et al., 2006), e em parasitas como a Trichinella spiralis (Yuste et al., 2001).  
Alguns dos factores relacionados com a composição do meio em que as células se 
encontram são pH, aw, carga iónica e tipo de iões. Do mesmo modo que alguns 
constituintes dos alimentos podem proporcionar protecção contra os tratamentos térmicos, 
também a natureza da matriz alimentar influencia o efeito das altas pressões sobre os 
microrganismos aí presentes (San Martín et al., 2002). A elevada actividade da água (aw) e 
o pH baixo tornam as altas pressões mais letais para os microrganismos (Yuste et al., 
2001). A inactivação microbiana só ocorre em alimentos com mais de 40% de conteúdo 
em água (Fellows, 2000) o que constitui uma limitação à aplicação de HPP em alimentos 
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secos ou desidratados. A aplicação cíclica ou contínua da pressurização, a temperatura e o 
tempo de pressurização são factores relacionados com o procedimento de inactivação com 
implicações na redução dos teores microbianos. 
 Cada combinação microrganismos/matriz alimentar constitui uma situação 
particular e todas as vantagens e desvantagens da utilização das altas pressões devem ser 
avaliadas previamente, de maneira a determinar se a utilização deste processamento é 
eficaz e vantajosa. A investigação a ser efectuada deve abranger todos os aspectos 
nutritivos, microbiológicos, físico-químicos e sensoriais (Yuste et al., 2001). A maioria dos 
estudos tem sido dirigida aos microrganismos patogénicos de maior risco: Campylobacter 
jejuni, Escherichia coli O157:H7, Listeria monocytogenes, Salmonella enteritidis, 
Salmonella typhimurium, Staphylococcus aureus, Vibrio parahaemolyticus e Yersinia 
enterocolitica (Smelt, 1998; Yuste et al., 2001; Yaldagard et al., 2008). As condições em 
que as experiências de inactivação são feitas, em meios de suspensão diferentes das 
matrizes alimentares podem condicionar a comparação e interpretação dos resultados 
obtidos. Há que ter em conta o facto de não se poder extrapolar os resultados que se obtêm 
em meio sintético ou soluções tampão pobres em nutrientes, uma vez que os alimentos 
podem conter constituintes que ajudem na protecção dos microrganismos contra as altas 
pressões, e além disso, estes alimentos são naturalmente ricos em nutrientes que podem 
favorecer a recuperação da viabilidade celular (Hugas et al., 2002). 
1. 4 Desenvolvimento de resistência microbiana às altas pressões 
 O ganho de resistência a condições de stresse criadas durante o processamento e 
conservação alimentar é um fenómeno amplamente documentado, revelando alguma 
adaptação dos microrganismos aos tratamentos aplicados (Bower & Daeschel, 1999; 
Garcia-Gonzaléz et al., 2010). Em acréscimo, dependendo das condições de conservação, 
em particular da temperatura, uma parte da população microbiana inibida pode mesmo 
recuperar do efeito inicial da pressurização (Bozoglu et al., 2004) e desta maneira 
sobreviver e causar a deterioração da matriz alimentar ou constituir perigo para a saúde do 
consumidor. Em alguns casos, as técnicas de HPP podem não inactivar totalmente os 
microrganismos presentes no alimento ou permitir a recuperação dos danos sub-letais 
(Jofré et al., 2010), o que leva a que esta técnica seja frequentemente utilizada em conjunto 
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com outros processos de inactivação microbiana, de maneira a aumentar a eficácia da 
inactivação.  
Uma elevada resistência à pressão foi já demonstrada em vários organismos 
patogénicos e agentes de biodeterioração de alimentos. Colónias resistentes à alta pressão 
foram isoladas em culturas de E. coli expostas a ciclos entre os 280 e 450 MPa (Hauben et 
al., 1997). Estirpes de Listeria monocytogenes resistentes a pressurização a 400 MPa por 
20 minutos também já foram isoladas (Karatzas & Bennik, 2002). A actividade celular de 
Shewanella oneidensis, extremófila adaptada à elevada pressão dos fundos oceânicos e 
estirpes de Escherichia coli é detectável após exposição a pressões entre 68 e os 1680 MPa 
(Yayanos, 2002). Foram já identificados genes envolvidos na sobrevivência de 
microrganismos barófilos a altas pressões em ambientes oceânicos profundos (Kato & 
Bartlett, 1997). No entanto, a existência e funcionamento de genes em organismos de 
interesse para a segurança alimentar, sobretudo os mais relevantes no contexto da 
inactivação por tecnologia de alta pressão não estão ainda estudados. A resistência a 
elevados valores de pressão também já foi observada em vírus (Smiddy et al., 2006).   
 Ciclos alternados de exposição a CO2 e altas pressões induziram um aumento de 
resistência em E. coli e em Listeria monocytogenes, revelando a capacidade destes 
organismos para desenvolver resistência face a esta técnica de inactivação (Garcia-
Gonzalez et al., 2010). Um estudo recente refere a possibilidade de aumentar a resistência 
de Escherichia coli até pressões de cerca de 1 GPa (Vanlint et al., 2011). As proteínas 
cold-shock de membrana, presentes ou induzidas antes do tratamento, podem aumentar a 
resistência à pressão (Wemekamp-Kamphuis et al., 2002). A activação de certos genes 
produtores da proteína RposS (RNA polímerase sigma factor) em E. coli e SigB 
(subunidade sigma de RNA DNA-dependente) em Listeria monocytogenes, afectam 
directamente o grau de resistência à pressão (Robey et al., 2001; Wemekamp-Kamphuis et 
al., 2004; Malone et al., 2006). 
 Outros estudos demonstram ainda a capacidade de recuperação após danos subletais 
em Salmonella typhimurium, Salmonella enteritidis, Listeria monocytogenes, 
Staphylococcus aureus, Escherichia coli O157:H7, Bacillus cereus, Vibrio 
parahaemolyticus e Yersinia enterocolitica (Bozoglu et al., 2004; Yuste et al., 2004; Ritz, 
et al., 2006; Jofré et al., 2010; Shearer et al., 2010). 
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O aumento da resistência natural da população é um dos riscos da exposição 
repetida a elevadas pressões e um ponto ainda controverso desta tecnologia. Uma 
consequência desta selecção seria a introdução de estirpes resistentes no ambiente, e 
particularmente na indústria alimentar (Rendueles et al., 2010). É por isso importante que o 
desenvolvimento de resistência e a recuperação de viabilidade microbiana após ciclos de 
tratamento por alta pressão sejam cuidadosamente verificados no sentido de melhorar as 
aplicações desta tecnologia à conservação de alimentos.  
1. 5 Salmonella enterica Serovar Typhimurium 
O género Salmonella faz parte do grupo das bactérias Gram-negativas que 
pertencem à família Enterobacteriaceae. São bacilos sem cápsula que se movem 
geralmente por flagelos perítricos. Não produzem esporos e a sua temperatura óptima de 
crescimento é 37ºC, embora cresçam entre os 8 e os 45ºC, com valores de pH entre 4 e 8. 
Estes organismos são anaeróbios facultativos, quimiorganotróficos, capazes de 
metabolismo oxidativo ou fermentativo (Bergey & Holt; 1994; Aguilar & Escolástica, 
2003).  
As bactérias do género Salmonella encontram-se principalmente distribuídas pela 
espécie Salmonella enterica (e dividem-se em subespécies enterica (I), salamae (II), 
arizonae (IIIa), diarizonae (IIIb), houtenae (IV), e indica (VI) e ainda a espécie Salmonella 
bongori, anteriormente considerada como o serótipo V da espécie S. enterica (Porwollik, 
2011). Existem cerca de 2000 serovares de Salmonella, muitos deles identificados como 
espécie, sem no entanto o serem. É o caso de Salmonella typhimurium que corresponde, de 
facto a Salmonella enterica serovar Typhimurium (Lindquist, 2006). 
As infecções por Salmonella exibem um grande número de manifestações clínicas, 
embora os desarranjos gastrointestinais sejam as mais comuns. A severidade e duração dos 
sintomas dependem do serótipo de Salmonella envolvido na infecção, da quantidade de 
alimento contaminado ingerido e ainda da susceptibilidade da pessoa envolvida (El-Gazzar 
& Marth, 1992; De Lamo-Castellví et al., 2007). 
Esta bactéria pode ocorrer em seres humanos, e noutros animais de sangue quente 
ou de sangue frio, bem como nos alimentos e ambiente (Edwards & Ewing, 1972). São 
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patogénicas para os humanos e outras espécies animais e os agentes causadores da febre 
tifóide, febres entéricas, gastroenterites e septicemia (Todar, 2011).   
A Salmonella enterica serovar Typhimurium é uma das maiores causas de 
salmonelose nos Estados Unidos. Na Europa, vem em segundo lugar, logo a seguir a 
Salmonella enterica serovar Enteritidis (Vieira et al. 2009). Nos seres humanos a 
salmonelose é caracterizada por diarreia, febre e cólicas abdominais 12 a 72 horas após 
infecção e os sintomas podem persistir até sete dias. Em alguns casos pode resultar em 
hospitalização. Esta bactéria é transmitida facilmente através de fezes de pessoas e animais 
e está ligada principalmente à contaminação de ovos, carne, leite e vegetais (Todar, 2011).  
1. 6 Objectivos 
O objectivo principal deste trabalho foi avaliar o desenvolvimento de resistência em 
Salmonella enterica Serovar Typhimurium quando sujeita a ciclos repetidos de 
pressurização e a identificação de alterações genéticas ou fenotípicas nas populações 
repetidamente expostas a altas pressões.  
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2. Materiais e métodos 
2.1 Culturas bacterianas 
Para este estudo foi usada uma estirpe de Salmonella enterica Serovar 
Typhimurium American Type Culture Collection (Cultiloop ATCC 14028, Oxoid). Após 
repicagem para meio TSB (Tryptic Soy Broth, Merck,) e incubação overnight a 37ºC com 
agitação a 160 rpm, procedeu-se à repicagem para o meio TSA (Tryptic Soy Agar, Merck) 
e incubação a 37 ºC durante 24 horas. Após o aparecimento de colónias isoladas, as placas 
foram seladas com parafilme e conservadas a 4ºC. As colónias isoladas serviram para a 
preparação de novas culturas em meio líquido, sempre que necessário.  
2.2 Caracterização da cinética de crescimento em meio líquido 
A caracterização da cinética de crescimento em meio líquido foi efectuada como 
procedimento prévio para permitir a padronização do procedimento experimental a aplicar 
nas experiências de inactivação e assegurar que as culturas sujeitas a tratamento por alta 
pressão estivessem em fases equivalentes do seu crescimento, mais concretamente, no 
início da fase estacionária. Assim, procedeu-se à construção da curva de crescimento em 
TSB, com incubação a 37ºC e agitação orbital a 160 rpm. De uma placa de meio sólido 
retirou-se uma colónia isolada que se transferiu para meio TSB. A cultura foi incubada 
durante 24 horas (h) a 37ºC em agitador orbital a 160 rpm. Desta cultura foi retirada uma 
alíquota de 1 mL que serviu de inóculo para uma nova cultura em 30 ml de meio TSB. A 
nova cultura foi incubada em condições idênticas e o seu crescimento foi monitorizado 
retirando regularmente, com intervalos de aproximadamente 1 hora, alíquotas de 1 mL para 
cuvetes descartáveis (VWR) para determinação da absorvância a 600nm (DO 600nm) num 
espectofotómetro (Thermo Spectronic Genesys 6). Para valores de densidade óptica (DO) 
600 nm superiores a 1, procedeu-se à diluição da cultura em meio TSB não inoculado, que 
foi também usado como branco, sendo os valores posteriormente corrigidos para o factor 
de diluição. Todas as leituras foram efectuadas em duplicado, tendo sido utilizado o valor 
médio das 2 leituras efectuadas em cada tempo. Ao mesmo tempo que eram retiradas 
alíquotas para as cuvettes para determinar a absorvância, foram recolhidas alíquotas de 0,5 
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mL para determinação do teor em Unidades Formadoras de Colónias (UFC mL
-1
) estimado 
por contagem de colónias. Após a diluição em série das culturas celulares, em soluto de 
Ringer (Merck), procedeu-se à sua sementeira por incorporação em meio TSA. De cada 
diluição foram semeadas 3 réplicas. As culturas foram incubadas a 37º C durante 24 horas. 
Após a incubação, procedeu-se à contagem de colónias na diluição mais conveniente e o 
teor de UFC mL
-1
 foi estimado a partir da média das réplicas corrigida para o factor de 
diluição. Para a determinação do tempo de incubação correspondente ao início da fase 
estacionária procedeu-se à representação da DO 600 (log) e ainda à representação das UFC 
mL 
-1
 em função do tempo de incubação. 
2.3 Experiências de inactivação por alta pressão 
2.3.1 Preparação da cultura 
Na véspera de cada ensaio de inactivação por alta pressão, procedeu-se à 
inoculação de 30 ml de meio TSB com uma colónia isolada proveniente da cultura base em 
meio TSA. A cultura em meio líquido foi mantida num agitador orbital (160 rpm) a 37 ºC 
aproximadamente 12h, para se ter a certeza que se atingia a fase estacionária e se obtinha 
uma boa massa celular. Após confirmação da DO 600 nm procedeu-se à diluição da cultura 
com meio TSB de modo a obter o valor de DO 600 nm correspondente a um teor de 10
7
 
UFC mL
-1
, valores onde, de acordo com os gráficos traçados no ensaio anterior, as células 
atingiram a fase estacionária. 
2.3.2 Estabelecimento das condições de inactivação por alta pressão 
Com o objectivo de estabelecer as condições de pressurização que causassem uma 
inactivação significativa, mas não total, da população bacteriana, foram realizados vários 
ensaios de inactivação por alta pressão para delimitar os valores de pressão e tempos de 
pressurização mais adequados. Foram testados valores de pressão de 100 MPa, 200 MPa, 
300 MPa, 350 MPa e 400 MPa aplicados à temperatura ambiente durante 10 minutos. 
Alíquotas de 400 µL de cultura bacteriana foram transferidas para microtubos de 
polietileno de baixa densidade de 400 μL (Dow) previamente esterilizados por irradiação 
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com ultravioleta (UV). Os tubos foram envolvidos num saco de plástico e colocados no 
vaso de pressurização de 100 mL (35 mm de diâmetro e 100 mm de altura) do 
equipamento de alta pressão (Fig. 5, Unipress Equipment, Model U33, Polónia). O fluido 
de pressurização consistiu de uma mistura de propileno glicol 
(Dow) e água (1:1). 
A inactivação foi avaliada a partir da contagem de 
colónias na amostra controle (não pressurizada) e nas amostras 
sujeitas aos diferentes tratamentos. Após diluição em série das 
culturas bacterianas em soluto de Ringer (Merck), procedeu-se à 
sementeira por incorporação em meio TSA. De cada diluição 
foram semeadas 3 réplicas. As culturas foram incubadas a 37ºC 
durante 24 horas. Após a incubação, procedeu-se à contagem de 
colónias na diluição mais conveniente e o teor de UFC mL
-1
 foi 
estimado a partir da média das réplicas corrigida para o factor de 
diluição. A inactivação foi expressa como a redução de 
logarítmica da viabilidade, log10 (N0/Ni), em que N0 e Ni são as 
contagens de colónias na cultura inicial (não sujeita a 
pressurização) e as contagens de colónias após tratamento, 
respectivamente.  
2.3.3 Experiência de inactivação em ciclos sucessivos 
Para a experiência de inactivação em ciclos sucessivos foram seleccionados os dois 
valores de pressão que causaram maior inactivação no ensaio preliminar, sendo estes 
considerados como correspondendo ao primeiro ciclo de inactivação. Para os ciclos 
seguintes, foram preparadas novas culturas em TSB usando como inóculo a cultura em 
TSB sujeita primeiro ciclo de inactivação. Após incubação até à fase estacionária, a DO 
600 nm foi corrigida adicionado meio TSB de modo a corresponder a um teor de 10
7
 UFC 
mL
-1
, de modo idêntico ao descrito para os ensaios preliminares. A cultura bacteriana 
padronizada foi transferida para duas séries de microtubos de polietileno de baixa 
densidade de 400 μL (Fisher Scientific) previamente esterilizados e de uma alíquota, 
procedeu-se à diluição em série e sementeira para determinação do teor inicial de UFC. As 
Fig. 5 - Fotografia do 
equipamento de alta pressão 
utilizado nos ensaios de 
inactivação. 
Materiais e métodos 
 
34 
 
duas séries de microtubos foram sujeitas a tratamentos de alta pressão, respectivamente a 
350 MPa e 400 MPa, nas condições de temperatura e tempo descritas para os ensaios 
preliminares. No final do tratamento, uma alíquota de 1mL de amostra pressurizada foi 
usada como inóculo para a preparação de uma nova cultura bacteriana de modo a que as 
células sobreviventes a cada ciclo de inactivação dessem origem à população a ser testada 
no ciclo seguinte. As novas culturas foram incubadas até ao início da fase estacionária 
(aproximadamente 16 h) e conservadas no frio cerca de 24h até se proceder à calibração da 
DO 600 nm da cultura e execução de um novo ciclo de pressurização, nas mesmas 
condições. A concentração de UFC mL
-1
 foi determinada no fim de cada tratamento de 
forma idêntica à descrita para as experiências preliminares. A experiência foi constituída 
por 13 ciclos de inactivação a 350 MPa e 16 ciclos de inactivação a 400 MPa. 
2.4 Tipagem genética das populações bacterianas 
No sentido de avaliar a alteração genética das populações ao longo dos sucessivos 
ciclos de inactivação, procedeu-se à tipagem molecular e avaliou-se o grau de semelhança 
entre as populações correspondentes aos vários ciclos de pressurização. 
2.4.1 Extracção de DNA 
A extracção de DNA total dos isolados bacterianos foi adaptada e realizada de 
acordo com o procedimento descrito por Henriques et al., 2004. As culturas expostas a 
cada um dos ciclos de pressurização foram repicadas para meio TSB e incubadas a 37ºC, 
com agitação a 160 rpm, durante cerca de 12h. Após incubação, retirou-se 1 mL de cada 
uma das culturas para microtubos de 1,5 mL e centrifugou-se durante 5 minutos à 
velocidade de 13,000 rpm (velocidade máxima da Centrífuga Thermo Scientific Heraeus 
Pico 17) para concentração e recolha das células. O sobrenadante foi rejeitado e o 
sedimento ressuspenso em 100 L de tampão TE (10 mM Tris-HCl, pH 7.6-8.0, Fluka 0.1 
mM EDTA, Fluka). De seguida, adicionou-se 50 L de solução de lisozima (30 mg mL-1, 
Roche) e incubou-se a 37ºC durante 1h. Após a incubação adicionou-se 50 L de solução 
de lise (Kit de extracção de DNA, Genomic Purification Kit, Fermentas) e incubou-se 
durante 10 min a 65ºC. Adicionou-se 20 μL de Sodium Dodecyl Sulfate (SDS) 25 % 
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(BioRad) e incubou-se durante 10 min a 68 ºC. Juntou-se, 50μL de NaCl (5 M, Merck) e 
agitou-se no vórtex à velocidade máxima durante 1 min. Após uma incubação de 5 min a 
68 ºC, agitou-se novamente no vórtex. Posteriormente, adicionou-se 200 μL de 
clorofórmio (Merck) e agitou-se suavemente por inversão do microtubo. As amostras 
foram novamente centrifugadas à velocidade máxima, durante 5 min e a fase aquosa foi 
removida cuidadosamente para novos microtubos. Adicionou-se 100 μL de isopropanol e 
misturou-se por inversão. Centrifugou-se a 13,000 rpm durante 5 min e acrescentou-se  
100 μL de etanol absoluto frio, misturando bem por inversão. As amostras foram mantidas 
a - 4ºC durante 15 min e novamente centrifugadas à velocidade máxima durante 5 min de 
modo a sedimentar o DNA-RNA. O sedimento foi lavado com etanol a 70 %. As amostras 
ficaram a repousar durante 1min e após este período foram novamente centrifugadas à 
velocidade máxima por 3 min. O sobrenadante foi rejeitado e o excesso de etanol removido 
com a ajuda de uma micropipeta. O sedimento foi deixado a secar à temperatura ambiente 
e finalmente dissolvido em 50 L de TE. 
Para avaliar o sucesso da extracção de DNA, analisou-se 5 μL de amostra por 
electroferese em gel de agarose 1.5 % (Fluka), com brometo de etídio (0,005 %, VWR), a 
80 Volts (V) durante aproximadamente 30 min em tampão TAE (0.04M Tris-Acetato 
Fluka, 0.001M EDTA 5Prime, pH 8.0). A existência de bandas indicativas da presença de 
DNA foi analisada visualmente, com recurso a um transiluminador de UV (Benchtop UV). 
Os extractos de DNA foram conservados a - 20 ºC. 
2.4.2 BOX-PCR 
 Com o intuito de avaliar diferenças a nível genómico entre as populações de 
Salmonella enterica Serovar Typhimurium nas culturas submetidas aos vários ciclos de 
pressurização, procedeu-se à tipagem molecular dos isolados, aplicando um método de 
PCR (Polymerase Chain Reaction), com o primer BOX A1R (5’-
CTACGGCAAGGCGACGCTGACG-3’), dirigido a regiões altamente conservadas e 
repetitivas do DNA cromossómico bacteriano. (Martin et al., 1992; Rademaker et al., 
2000; Smith et al., 2001). 
Uma alíquota de DNA genómico (1μL) de cada amostra foi usada como molde 
numa reacção de PCR de 25 μL contendo: 9,75 μL de H2O milliQ esterilizada, 1.25 μL 5% 
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DMSO (Dimetilsulfóxido, Panreac), 0,5 μL de primer BOX A1R (5’- 
CTACGGCAAGGCGACGCTGACG-3’, IBA) (Martin et al., 1992) e 12,5 μL de Dream 
Taq master mix polimerase (Fermentas). A amplificação foi realizada num termociclador 
MyCycler (Biorad) em condições adaptadas de Smith et al., 2001: desnaturação inicial a 
95ºC durante 7min; 35 ciclos de: desnaturação a 94ºC durante 1min; "annealing" a 53ºC 
durante 1 min, extensão a 65ºC durante 8 min; e extensão final 65ºC durante 16 min.  
 O produto de PCR (8μL) foi analisado por electroforese (equipamento da VWR) 
em gel de agarose Multi Purpose LE 1.5% (Gentaur), com Gel Red Nucleic Acid Stain 
(10.000X, Biotium), a 80V durante aproximadamente 180min em tampão TAE 1x (0.04 M 
Tris-Acetato, Sigma; 0.001M EDTA, 5Prime; pH 8.0). O gel foi visualizado num 
transiluminador de UV (Benchtop UV). Para avaliar o tamanho dos fragmentos resultantes 
da amplificação foi utilizado um marcador de pesos moleculares (GeneRuler 100bp Plus 
DNA Ladder, Fermentas). Os géis foram fotografados numa máquina Canon Powershot 
G10. As imagens foram optimizadas com recurso ao programa de software Adobe® 
Photoshop® Elements 6, EUA. 
2.5 Análise proteica das populações bacterianas 
No sentido de avaliar alterações a nível proteico das populações ao longo dos 
sucessivos ciclos de inactivação, procedeu-se à análise proteica por RC/DC Assay de dois 
ciclos (1 e 3) da pressurização 400 MPa e dois ciclos (5 e 7) da pressurização 350 MPa. 
2.5.1 Isolamento das proteínas celulares 
Para avaliar as diferenças proteicas entre as populações de Salmonella enterica 
Serovar Typhimurium nas culturas submetidas aos vários ciclos de pressurização, 
procedeu-se ao isolamento das proteínas celulares (procedimento adaptado de Maripandi & 
Al-Salamah, 2010). Escolheram-se duas culturas de Salmonella enterica Serovar 
Typhimurium de cada nível de pressurização (350 e 400 MPa), sendo que uma apresentaria 
um valor de redução decimal baixo (mais resistente) e outra, um valor de redução decimal 
alto (não resistente, ou com perda de resistência). Assim sendo foram preparadas culturas 
frescas a partir das culturas sujeitas aos ciclos 5 e 7 de pressurização a 350 MPa e ciclos 1 
e 3 de pressurização a 400 MPa. Estas culturas foram centrifugadas (10 mL) a 3000 rpm, 
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durante 10 min e a 4ºC (Sigma 3-30K). Ressuspendeu-se o pellet em 1 mL de PBS 
(phosphate buffer saline, Merck) e procedeu-se a duas lavagens. O pellet foi seguidamente 
ressuspenso em 1 mL de tampão HEPES-KOH (0,25 M sacarose, Fluka; 30 mM HEPES 
(ácido 2-[4-(2-hidroxietil)1-piperazinil]-etanosulfónico, Merck); 0,1 mM MgCl214 Mm β-
(1,2 mL), Fluka; 0,1 mM PMSF (fenilmetano sulfonil fluoreto, Fluka). Cada amostra foi 
posteriormente homogeneizada durante 12 min por sonicação (Sonics Vibracell) e 
centrifugada durante 15 min a 7000 rpm e a 4ºC. O sobrenadante foi transferido para um 
novo tubo e centrifugado a 20 000 rpm durante 30 min a 4ºC. O sobrenadante resultante 
desta última centrifugação foi descartado e o pellet deixado a secar e posteriormente 
ressuspenso em solução tampão (400 μL SDS 10%, Fluka; 200 μL mercaptoetanol, Fluka e 
350 μL de Tris HCL 0,5 M, Merck). 
2.5.2 RC/DC Assay 
 A concentração proteica foi determinada pelo método RC/DC Assay, que se baseia 
no método de Lowry (Lowry et al., 1951) mas que foi modificado de maneira a ser 
compatível com o agente redutor (reducing agent compatible, RC) e compatível com o 
detergente (detergent compatible, DC), (BioRad, 2000). 
 Foi preparada uma amostra padrão a partir de 10 μG de BSA (bovine serum 
albumin, Fluka) e 1 mL de água destilada. Esta amostra foi utilizada para obter as 
seguintes concentrações de 7,5; 5; 2,5; 1; 0,5; 0,1; 0,05 e 0,01 μg μL-1 de BSA que 
serviram como soluções padrão. 
 Seguidamente foram pipetados em duplicado 10 μL de amostra para microtubos de 
1,5 mL. Da mesma maneira foram pipetados em duplicado 10 μL de solução padrão para 
microtubos de 1,5 mL. Tanto nos microtubos com amostra como nos microtubos com 
solução padrão foram adicionadas as soluções redutoras de reagente I e II (Biorad). 
Adicionou-se inicialmente 50 μL de reagente I (Biorad) e levou-se ao vórtex e de seguida 
adicionou-se 50 μL de reagente II (Biorad) e levou-se ao vórtex mais uma vez. A mistura 
de reacção foi centrifugada a 15000xg durante 5 min à temperatura ambiente (Centurion 
Scientific) e o sobrenadante foi rejeitado. Os passos de adição de reagente I e reagente II 
foram repetidos nas mesmas condições descritas anteriormente. Posteriormente os tubos 
foram secos em vácuo (SpeedVac Plus ThermoSavant) durante 1 hora. 
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Após secagem do pellet adicionou-se 50 μL de reagente A’ (preparado a partir da 
adição de 1 mL de reagente A (alkaline copper tartrate, Biorad) e 20 μL de reagente S 
(solução surfactante, Biorad)) para solubilizar todo o precipitado. Depois foi adicionado 
400 μL de reagente B (reagente de Folin, Biorad) e os tubos foram incubados a 
temperatura ambiente durante 15 min. Finalmente, mediu-se a absorvância a 750 nm 
(Thermo Scientific Multiscan 60) e construiu-se uma curva de calibração para obter uma 
equação que permitisse achar as concentrações de proteína a utilizar no passo seguinte. 
2.5.3 SDS-PAGE 
A análise de proteínas por SDS-PAGE foi executada em condições redutoras e 
baseada no método de Laemmli, 1970. Foram preparados dois géis de corrida SDS 12,5% 
(5,3 mL água destilada; 5 mL Tris HCL 1,5 M; 6,07 mL acrilamida 40%, Biorad; 3,35 mL 
Bis acrilamida 2%, Biorad; 0,2 mL SDS 10%, Fluka; 0,1 mL persulfato de amónio 10%, 
Fluka; 0,01 mL de TEMED, Fluka) e um stacking gel de acrilamida 4% (5,8 mL água 
destilada; 2,5 mL Tris HCL 0,5 M; 0,97 mL acrilamida 40%, Biorad; 0,54 mL Bis 
acrilamida 2%, Biorad; 0,1 mL SDS 10%, Fluka; 0,05 mL persulfato de amónio 10%, 
Fluka; 0,01 mL de TEMED, Fluka). O persulfato de amónio e o TEMED foram 
adicionados em último em cada um dos géis para prevenir polimerização precoce. Após 
verter o gel de corrida adicionou-se um pouco de água destilada e o stacking gel e deixou-
se polimerizar durante 40 min. Montou-se o sistema de electroferese e verteu-se o tampão 
de corrida na tina (100 mL tampão 10x Tris Glicina 10x, Fluka; 10 mL SDS 10% e 890 
mL de água destilada). Pipetou-se 12 μL de cada amostra e adicionou-se 8 μL de tampão 
de redução (2-mercaptoetanol, Fluka). Cada amostra foi fervida durante 5 min na placa de 
aquecimento. 
As amostras foram carregadas juntamente com o marcador molecular (Biorad) e 
ficaram a correr durante cerca de 90 min a uma voltagem de 150 Volts. O gel foi retirado e 
colocado numa caixa plástica com metanol 40% (Fluka) e acido acético 10% (Merck) 
durante 40 min. Descartou-se essa solução inicial, passou-se o gel por água e adicionou-se 
corante Comassie coloidal (Fluka) deixando a corar overnight. 
No final, rejeitou-se o corante e adicionou-se metanol 25% (Fluka). Os géis foram 
tratados no software Quantity One ™ e os dados transformados no Microsoft ™ Excel. 
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3. Resultados 
3.1 Cinética de crescimento em meio líquido 
O perfil de variação de concentração de células nas culturas em meio líquido 
durante a incubação (curva de crescimento) está representado na Fig. 6. São facilmente 
perceptíveis duas fases de crescimento: a fase exponencial e a fase estacionária. A primeira 
ocorre desde o inicio do ensaio até aproximadamente às 6-8 horas. A segunda ocorre após 
as 8 horas. Não foi possível distinguir a fase lag e a incubação foi interrompida entes que 
se iniciasse a fase de morte logarítmica.  
Calculou-se a correlação entre o número de células viáveis e a densidade óptica que 
resultou na equação y = 5E-10x + 0,6101 com um R² = 0,8649 para as 12 horas. Este valor 
foi usado para padronizar a concentração inicial de UFC nas culturas usadas nas 
experiências de inactivação (10
7
 UFC mL
-1
), a partir da leitura de DO 600 nm. Foi também 
calculada a taxa de crescimento para esta bactéria a partir dos valores da fase exponencial 
(os seis primeiros pontos) que deram a seguinte equação y = 1,5116x + 3,8136 e um R² = 
0,9938. A taxa de crescimento (μ) foi tirada a partir do declive desta recta e o tempo de 
duplicação calculado da seguinte maneira: Td= (LN(2)/μ onde Td  = (Ln(2)/1,5116); Td = 
Fig. 6 - Valores para a Densidade Óptica (D.O.) e teor de Unidades Formadoras de Colónias (UFC 
mL-1) durante 12 horas de incubação a 37ºC com agitação 160 rpm de uma cultura de Salmonella 
typhimurium, em meio TSB. Os desvios de 2 réplicas aparecem sob a forma de barras de erros 
verticais, mas como são reduzidos não se visualizam correctamente. 
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0,459 horas. Com base no perfil de desenvolvimento da cultura, estabeleceu-se uma 
incubação de 12 horas para as culturas a usar nos ensaios de inactivação de modo a garantir 
que se encontravam em fase estacionária. 
3.2 Experiências de inactivação por alta pressão 
3.2.1 Ensaio preliminar de inactivação por alta pressão com diferentes valores 
de pressão  
Os valores das reduções decimais obtidas no ensaio preliminar de inactivação por 
alta pressão com pressurizações entre 100 e 400 MPa aplicadas durante 10 minutos à 
temperatura ambiente, estão representados na Fig. 7. Globalmente, verificou-se um 
aumento da inactivação com o aumento da pressão aplicada.  
Os valores das reduções foram de 0,29±0,11 Log para a pressão 100 MPa, 
0,49±0,16 Log para a pressão 200 MPa, 1,54±0,12 Log para a pressão 300 MPa, 2,88±0,14 
Log para a pressão 350 MPa e finalmente 5,71±0,34 Log para a pressão 400 MPa. 
Verificou-se ainda que não houve inactivação da cultura até ao limite de detecção nem 
mesmo com os valores de pressão mais elevados. Para os ensaios envolvendo ciclos 
Fig. 7 - Reduções decimais obtidas no ensaio prévio de inactivação por alta pressão com valores de pressão de 100 
MPa, 200 MPa, 300 MPa, 350 MPa e 400 MPa. As colunas a negro representam os valores das reduções e as barras 
verticais, o desvio padrão de 3 réplicas. O gráfico mais pequeno é uma representação linear dos resultados obtidos. 
 
Resultados 
 
42 
 
sucessivos, foram seleccionados os valores de pressão que causaram maior redução, 350 e 
400 MPa. Uma vez que as culturas usadas no ensaio preliminar foram mantidas no frio 
entre o fim da incubação (fase estacionária) e a pressurização, optou-se por manter os 
mesmos tempos de incubação e refrigeração nos ensaios de inactivação. As culturas 
expostas a 350 e 400 MPa nos ensaios preliminares forma consideradas como 
correspondentes ao ciclo 1 de inactivação, a cada uma das pressões e as células 
sobreviventes foram usadas para inocular as culturas do ciclo 2, de acordo com o descrito 
na secção de métodos. A diferença entre as diferentes pressões testadas é estatisticamente 
significativa para os valores 300 MPa, 350 MPa e 400 MPa (ANOVA < 0,05). 
3.2.2 Ensaios de inactivação em ciclos sucessivos 
Os valores de redução decimal calculados ao longo das séries de ensaios de 
inactivação por alta pressão a 350 e a 400 MPa estão representados na Fig. 8.  
O maior factor de redução decimal foi o registado no ciclo 1 para a pressão de 400 
MPa (5,71±0,34 Log). Entre os ciclos 2 e 5 registou-se uma diminuição do factor de 
redução em cada ciclo de inactivação, com valores situados entre 0,87±0,04 Log e 
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Fig. 8 - Reduções decimais obtidas nos ensaios de inactivação por alta pressão a 350 MPa e 400 MPa. As colunas 
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1,12±0,08 Log para a pressão de 350 MPa e 1,03±0,03 Log e 1,85±0,13 Log para a pressão 
de 400 MPa. Nos ciclos seguintes, registou-se um novo aumento da redução decimal em 
cada pressurização, sem no entanto, serem atingidos os valores registados no ciclo 1. Para 
a pressão de 350 MPa, os valores de redução decimal entre os ciclos 6 e 11 situaram-se 
entre 2,27±0,16 Log e 3,28±0,17 Log. Com 400 MPa, os valores de redução decimal entre 
os ciclos 6 e 10 situaram-se entre 2,27±0,10 Log e 3,43±0,16 Log. Nos últimos ciclos à 
pressão de 350 MPa (ciclos 12 e 13) verificou-se uma nova diminuição da inactivação com 
reduções logarítmicas de 1,33±0,25 Log e 1,46±0,03 Log, respectivamente. O estudo foi 
terminado sem que se verificasse recuperação da susceptibilidade à inactivação a esta 
pressão. 
Com pressão de 400 MPa, os valores das reduções decimal a partir do ciclo 12 
também diminuíram e mantiveram-se baixos (0,46±0,04 Log a 1,61±0,05 Log) até ao fim 
da experiência (ciclo 16). As diferenças entre os factores de redução são estatisticamente 
significativas apenas no ciclo 1 para a pressão 400 MPa (ANOVA < 0,05) e nos ciclos 1, 7, 
8 e 9 para a pressão 350 MPa (ANOVA < 0,05). 
3.3 Tipagem genética das populações bacterianas 
Os perfis do BOX-PCR resultantes da separação de fragmentos de genes de rRNA 
16S amplificados por PCR são apresentados nas Fig. 9 (pressão 350 MPa) e Fig. 10 
(pressão 400 MPa) e Fig. 11 (isolados de ambas os ensaios).  
Embora o gel não permita uma visualização óptima, verifica-se que o padrão de 
bandas é idêntico entre os isolados das amostras dos ensaios a 350 MPa e a 400 MPa não 
havendo evidência de uma alteração genética das populações. 
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Fig. 9 - Representação da electroferese em gel de agarose do produto de 
amplificação do BOX-PCR, realizado para alguns dos isolados das amostras da 
pressão 350 MPa. O ciclo correspondente das amostras está representado em 
números a branco. Os controlos positivo e negativo estão marcados com os 
símbolos + (uma amostra bacteriana da mesma bactéria, não sujeita a 
pressurização) e – (só reagentes sem a amostra bacteriana), respectivamente. O 
marcador representado com a letra L. 
 
Fig. 10 - Representação da electroferese em gel de agarose do produto de 
amplificação do BOX-PCR, realizado para alguns dos isolados das amostras da 
pressão 400 MPa. O ciclo correspondente das amostras está representado em 
números a negro. O controlo positivo está marcado com o símbolo + e contém 
uma amostra bacteriana da mesma bactéria não sujeita a pressurização. O 
marcador representado com a letra L. 
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3.4 Análise proteica das populações bacterianas 
As bandas resultantes do SDS-PAGE dizem respeito a amostras de proteínas da 
membrana do ciclo 1 e 3 da pressurização 400 MPa (Fig. 12) e ciclo 5 e 7 da pressurização 
350 MPa (Fig. 13). Os ciclos 1 e 7 correspondem a tratamentos em que observou elevada 
redução decimal (elevada sensibilidade) e os ciclos 3 e 5 correspondem a amostras com 
baixa redução decimal (baixa sensibilidade). Na Fig. 14 está representada, a título de 
exemplo, uma réplica dos resultados para a electroferese das quatro amostras analisadas.  
A intensidade das bandas em ambas as figuras difere entre as duas amostras, para ambos os 
níveis de pressurização, principalmente entre os 30 e os 45 kDa (peso molecular 
intermédio) observando-se também no gráfico, variação na altura dos picos. No entanto, 
registou-se alguma variabilidade entre réplicas. Todas as amostras apresentaram bandas 
mais intensas entre os 30 e os 97 kDa e bandas mais claras após os 30 kDa. Entre os 66 e 
os 97 kDa há maior nível de similaridade entre amostras. 
 
 
Fig. 11 - Representação da electroferese em gel de agarose do produto de 
amplificação do BOX-PCR, realizado para alguns dos isolados das amostras da 
pressão 400 MPa e 350 MPa (assinalados com *). O ciclo correspondente das 
amostras está representado em números a branco. O controlo negativo está 
marcado com o símbolo – e contém apenas os reagentes sem a amostra 
bacteriana. O marcador representado com a letra L. 
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Fig. 12 – Representação do gel SDS – PAGE para as amostras de proteínas da 
membrana de Salmonella typhimurium pressurizadas a 400 MPa e a sua respectiva 
concentração no gráfico de linhas. No gel estão representados o Marcador (M) com 
os pesos 97, 66, 45, 30, 20,1 e 14,4 kDa e as amostras do ciclo 1 e 3 (números a 
negro). No gráfico está representado a azul o ciclo 1 e a vermelho o ciclo 3.  
Fig. 13 - Representação do gel SDS – PAGE para as amostras de proteínas da 
membrana de Salmonella typhimurium pressurizadas a 350 MPa e a sua respectiva 
concentração no gráfico de linhas. No gel estão representados o Marcador (M) com 
os pesos 97, 66, 45, 30, 20,1 e 14,4 kDa e as amostras do ciclo 5 e 7 (números a 
negro). No gráfico está representado a verde o ciclo 5 e a roxo o ciclo 7. 
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Fig. 14 - Representação da réplica do gel SDS – PAGE para as 
amostras de proteínas da membrana de Salmonella typhimurium dos 
ciclos 1 e 3 (400 MPa) e ciclos 5 e 7 (350 MPa). No gel estão 
representados o Marcador (M) com os pesos 97, 66, 45, 30, 20,1 e 
14,4 kDa e as amostras dos ciclos com os números a negro. 
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4. Discussão 
4.1 Cinética de crescimento em meio líquido 
A avaliação do perfil de crescimento apresentada na Fig.7 só permite distinguir a fase 
exponencial e a fase estacionária. A fase Lag, fase em que não há um aumento 
significativo da população, não se identifica, e não se observa porque esta bactéria foi 
submetida a repicagens sucessivas, e não houve nada mais do que uma diluição de células 
de um meio antigo para um meio fresco. Como o meio tem a mesma composição, os 
organismos não foram obrigados a mudanças no metabolismo, dado que estas células já 
teriam os constituintes celulares necessários e não sofreram nenhum tipo de choque físico 
ou químico (Thiel, 1999; Alvarenga, 2009). O ensaio foi interrompido ao fim de 12 horas 
tendo sido atingida a fase estacionária cerca das 8 horas. Considerou-se que este seria o 
tempo de incubação a usar na preparação de culturas para os ensaios seguintes de modo a 
obter culturas em início de fase estacionária. A fase estacionária corresponde a um 
aumento de resistência das células a vários factores de stresse, relativamente à fase 
exponencial (Ishihama, 1997; Hugas et al., 2002; San Martín et al., 2002; Rastogi et al., 
2007) pelo que se optou por usar sempre culturas nesta fase de crescimento nos ensaios de 
pressurização.  
4.2 Inactivação de Salmonella typhimurium por alta pressão 
4.2.1 Inactivação preliminar por alta pressão com diferentes valores de pressão 
Os valores da redução decimal para cada uma das amostras submetidas aos diversos 
ensaios de pressurização são compatíveis com os obtidos em tratamentos de pressurização 
para inactivação de microrganismos (Tholozan et al., 2000; Malicki et al., 2005; 
Goodridge et al., 2006) verificando-se que, como esperado, a inactivação aumenta com o 
aumento da pressão aplicada. As diferenças entre os factores de redução obtidos a 
300MPa, 350MPa e 400MPa são estaticamente significativas (ANOVA < 0,05). 
A inactivação de diversos microrganismos, nomeadamente Salmonella spp, ocorre 
entre os 100 MPa e 600 MPa (Shigehisa et al., 1991; Vachon et al., 2002; Bull et al., 2004; 
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Garriga et al., 2004 e Rastogi et al., 2010) e para os valores de pressão usados, os factores 
de redução são da ordem dos registados em experiências análogas com Escherichia coli e 
Listeria monocytogenes (Garcia-Gonzalez et al., 2010; Vanlint et al., 2011). No entanto, o 
factor de redução do teor de bactérias viáveis por tratamentos com alta pressão, é 
extremamente variável entre diferentes patogénicos bacterianos com relevância em 
segurança alimentar (Patterson et al., 1995), podendo organizar-se segundo a sua 
sensibilidade como Yersinia enterocolitica > Salmonella typhimurium > Listeria 
monocytogenes > Salmonella enteritidis > Escherichia coli O157:H7 > Staphylococcus 
aureus (Patterson et al., 1995).  
Está também documentada uma significativa variação intra-específica da 
sensibilidade à alta pressão. Em isolados naturais de E. coli O157:H7, a variação da 
resistência natural à alta pressão entre diferentes estirpes foi relacionada com a 
susceptibilidade a danos na membrana celular e os isolados mais resistentes à pressão são 
também mais resistentes a outros factores físico-químicos como a temperatura ou o pH 
(Benito et al., 1999). Uma análise de vários tipos de tratamentos aplicados na inactivação 
de microrganismos no processamento de alimentos (aquecimento a 60ºC, álcool a 70%, 
sorbato de sódio a 0.1%, NaCl a 10%, Tween 80 a 0.1%, CTAB a 0.5mM ou ácido 
clorídrico até pH 4) confirmou que os que causam maior inactivação de microrganismos 
são os que provocam maior desestabilização na membrana. No entanto, verificou-se que 
algumas células com danos extensos na membrana detectadas pelo método do iodeto de 
propídeo, conseguiam ainda dividir-se e formar colónias após sementeira em meio sólido 
(Kennedy et al., 2011). 
A mesma estirpe pode ainda apresentar diferentes graus de susceptibilidade quando 
colocada em diferentes meios de suspensão. L. monocytogenes e E. coli são mais sensíveis 
em tampão fosfato do que em leite (Patterson et al., 1995).  
Considerando os diferentes factores de variação, torna-se necessário que a 
avaliação da inactivação seja realizada para cada estripe bacteriana e para cada matriz, uma 
vez que a combinação destes dois factores resulta numa elevada variabilidade dos 
resultados. 
No pré-ensaio com diferentes valores de pressão, a inactivação microbiana não foi 
total mesmo na pressão mais elevada (400 MPa) uma vez que ainda foram contadas 
colónias após sementeira em meio sólido. O pré-ensaio foi assim considerado como o 
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primeiro ciclo de pressurização e a amostra tratada serviu como inóculo para a cultura que 
foi usada no ciclo seguinte.  
4.2.2 Inactivação em ciclos sucessivos e desenvolvimento de resistência 
Os valores de redução decimal calculados ao longo da série de ciclos de 
pressurização, variaram segundo um padrão caracterizado pelo aumento de resistência logo 
após o primeiro ciclo, com uma recuperação parcial da sensibilidade nos ciclos intermédios 
e um novo ganho de resistência nos ciclos finais.  
O desenvolvimento de resistência a tratamentos por alta pressão-dióxido de carbono 
(HPCD) foi demonstrado em E. coli e Listeria monocytogenes, observando-se uma 
correlação negativa entre o factor de redução e o número de ciclos, em experiências 
envolvendo 15 ciclos de tratamento (Garcia-Gonzalez et al., 2010). No entanto, este efeito 
não tinha ainda sido documentado em tratamentos de aplicação de alta pressão sem 
modificação da composição da atmosfera.  
Considerando que as populações bacterianas exibem algum grau de variabilidade 
genotípica, e que o aumento da resistência poderia dever-se à selecção de genótipos pouco 
representados na população inicial mas cuja frequência seria aumentada pela pressão 
selectiva, procedeu-se à tipagem genética das culturas correspondentes aos vários ciclos de 
inactivação por BOX-PCR. Embora não seja a técnica de tipagem com maior poder 
discriminatório em relação a estirpes de Salmonella enterica, é rápida e fácil de executar e 
produz resultados de interpretação directa (Tikoo et al., 2001) e foi neste trabalho usada 
com carácter prospectivo. Os padrões de BOX não revelaram diferenças genéticas 
significativas entre as populações correspondentes aos vários ciclos, o que não exclui a 
possibilidade destas ocorrerem a um nível mais fino, indetectável por esta abordagem. Os 
resultados da tipagem permitem no entanto, assegurar que a variação da susceptibilidade à 
alta pressão não resultou da contaminação acidental das culturas durante as repicagens 
sucessivas, uma vez que o padrão de bandas nos géis de electroferese dos produtos de 
BOX-PCR é idêntico em todos os ciclos. 
A variação da resistência à pressão pode resultar de uma alteração fenotípica da 
população por alteração da expressão de alguns genes. Experiências com E. coli, revelam 
que o tratamento por alta pressão afecta a transcrição de genes envolvidos em diversos 
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processos intracelulares, designadamente em respostas ao stresse oxidativo e térmico, 
designadamente com os sistemas redox tiol-dissulfito e as proteínas de montagem do 
cluster Fe-S (Ferro-Enxofre). O aumento da expressão de proteínas de montagem do 
cluster Fe-S e do sistema fumarato nitrato redutase estão associadas à diminuição da 
resistência à pressão enquanto que o aumento da expressão de factor sigma (RpoE), 
lipoproteina (NlpI), tioredoxina redutase A (TrxA), tioredoxina redutase B (TrxB), uma 
proteína envolvida na síntese de trealose (OtsA) e proteínas DNA-binding (Dps) aumentam 
a resistência à pressão (Malone et al., 2006). Para detectar evidências da relação entre a 
variação da sensibilidade à pressurização e o nível de expressão genica procedeu-se à 
análise do proteoma de populações com grau diferente de resistência, correspondentes aos 
ciclos 5 (aumento de resistência) e 7 (diminuição da resistência) de inactivação a 350 MPa 
e ciclos 1 (cultura inicial) e 3 (aumento de resistência) da inactivação a 400 MPa. Os 
resultados, ainda que preliminares, indicam que houve alteração na expressão de algumas 
proteínas o que, a confirmar-se que não houve alteração genética significativa, apontam 
para um desenvolvimento de resistência associado à regulação da expressão de alguns 
genes. Não se sabe quais as proteínas correspondentes às várias bandas, uma vez que não 
se procedeu à sua identificação. No entanto, as bandas mais densas para os valores de peso 
molecular entre os 30 e 45 kDa são compatíveis com proteínas Omp (Helmuth et al., 1985; 
Maripandi & Al-Salamah, 2010). A alteração da expressão de protéinas Omp ocorre após 
exposição a altas pressões (Bartlett et al., 1989; Bartlett, 2002). A variabilidade entre 
réplicas observada pode estar relacionada com erros de pipetagem pelo que estes resultados 
foram encarados como preliminares e carecem de confirmação e análise mais detalhada.  
Uma diferença notável entre os resultados obtidos neste estudo com Salmonella 
enterica Serovar Typhimurium e os resultados de experiências de inactivação por HPCD de 
Escherichia coli e Listeria monocytogenes documentados na literatura (Garcia-Gonzalez et 
al., 2010) é que nestes últimos, o desenvolvimento de resistência foi progressivo e 
irreversível durante 15 ciclos de inactivação. Pelo contrário, os resultados do presente 
trabalho mostram uma recuperação parcial e transitória de sensibilidade à alta pressão nos 
ciclos intermédios, traduzida pelo aumento dos factores de inactivação. Uma possibilidade 
de explicação deste efeito poderia ser de ordem metodológica, atendendo a que o período 
de conservação no frio da cultura pressurizada antes da repicagem para novo meio de 
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cultura, bem como o tempo de conservação do frio das novas culturas antes da 
pressurização não rigorosamente idêntico (Tabelas 4 e 5).  
Tabela 4 - Dias de refrigeração após pressurização (antes da repicagem) e dias de armazenamento (após repicagem e 
incubação) das culturas utilizadas na pressurização 350 MPa 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabela 5 - Dias de refrigeração após pressurização (antes da repicagem) e dias de armazenamento (após repicagem e 
incubação) das culturas utilizadas na pressurização 400 MPa 
Pressão Data 
Dias armazenamento após 
pressurização (antes da 
repicagem) 
Dias armazenamento 
(após repicagem e 
incubação) 
400 (1) 19-Jan - - 
400 (2) 28-Jan 7 1 
400 (3) 03-Fev 4 1 
400 (4) 04-Fev 0 0 
400 (5) 07-Fev 0 2 
400 (6) 17-Fev 3 5 
400 (7) 23-Fev 4 1 
400 (8) 25-Fev 0 1 
400 (9) 01-Mar 1 1 
400 (10) 03-Mar 0 1 
400 (11) 07-Mar 2 1 
400 (12) 09-Mar 0 1 
400 (13) 11-Mar 0 1 
400 (14) 15-Mar 2 1 
400 (15) 17-Mar 0 1 
400 (16) 23-Mar 2 2 
Pressão Data 
Dias armazenamento após 
pressurização (antes da 
repicagem) 
Dias armazenamento 
(após repicagem e 
incubação) 
350 (1) 24-Jan - - 
350 (2) 28-Jan 2 1 
350 (3) 03-Fev 4 1 
350 (4) 04-Fev 0 0 
350 (5) 07-Fev 0 2 
350 (6) 17-Fev 3 5 
350 (7) 23-Fev 4 1 
350 (8) 25-Fev 0 1 
350 (9) 01-Mar 1 1 
350 (10) 03-Mar 0 1 
350 (11) 07-Mar 2 1 
350 (12) 09-Mar 0 1 
350 (13) 11-Mar 0 1 
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Em experiências de inactivação pelo calor de E. coli O157:H7 após tratamento de 
pressurização mostraram que o tratamento por alta pressão aumenta a sensibilidade ao 
tratamento térmico quando este é aplicado imediatamente após a pressurização. No 
entanto, a sensibilidade é perdida quando as culturas pressurizadas são conservadas durante 
15 dias no frio, antes do tratamento térmico (Linton et al., 2000).  
Na tentativa de avaliar o efeito do tempo de refrigeração das culturas com a sua 
resistência à inactivação representou-se graficamente a variação do factor de redução 
logarítmica em função do tempo de refrigeração da cultura pressurizada do ciclo anterior 
(tempo antes), do tempo de refrigeração da nova cultura antes da pressurização e do 
somatório destes dois períodos de refrigeração (Fig. 15). No entanto, não foi encontrada 
relação significativa entre o tempo de conservação das culturas no frio e o aparente 
recuperação de sensibilidade. 
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Fig. 15 - Representação gráfica da tempo de refrigeração correlacionado com a redução logarítmica para a pressurização 
350 MPa (A) e a 400 MPa (B) 
Embora as culturas usadas, sujeitas a pressurização estivessem em fase estacionária 
e a densidade tenha sido padronizada, pequenas diferenças no tempo de incubação das 
culturas em meio líquido podem ter causado alguma variação às altas pressões. 
Relativamente à fase exponencial, as culturas em fase estacionária apresentam maior 
resistência a stresse físico e químico (Hugas et al., 2002; San Martín et al., 2002; Rastogi 
et al., 2007) tornando-se mais tolerantes ao calor e ao stresse osmótico (Ishihama, 1997). 
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Em E. coli, o gene RpoS está envolvido no aumento da resiliência da membrana no início 
da fase estacionária, desempenhando um papel importante no desenvolvimento de 
resistência à pressão (Charoenwong et al., 2011).  
 A perda transitória de resistência a agentes químicos, designadamente antibióticos, 
ou ao calor está por vezes associada à perda de plasmídeos contendo genes de resistência, 
na ausência de pressão selectiva (Tschäpe, 1994). Em, E. coli, mutantes para o gene que 
codifica a proteína CydD necessária para o complexo citocromo bd, apresentam elevada 
sensibilidade à pressão mas expressam resistência idêntica à da estripe selvagem se a 
forma selvagem do gene for introduzida num plasmídeo (Kato et al., 1996). A 
transferência de genes através da mobilização de plasmídeos pode também estar 
relacionada com a variação do grau de resistência às altas pressões observada neste 
trabalho. 
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5. Conclusão 
A inactivação por alta pressão é uma técnica já utilizada na indústria, que aplica 
valores entre os 100 MPa e 1200 MPa para inactivação bactérias, fungos filamentosos e 
leveduras, vírus e até priões, permitindo a esterilização de alimentos sensíveis ao calor, 
radiação e químicos. O desenvolvimento de resistência às altas pressões constitui uma 
preocupação tanto do ponto vista da saúde do consumidor como da rentabilidade 
económica das indústrias alimentares.  
Os resultados deste trabalho confirmam que associada à exposição a ciclos 
repetidos de pressurização a 350 e 400 MPa, ocorre uma diminuição da susceptibilidade à 
pressurização em Salmonella enterica Serovar Typhimurium, traduzida por uma menor 
taxa de inactivação logo a partir do segundo ciclo de pressurização.  
Embora a técnica de tipagem molecular utilizada não tenha permitido detectar 
variações genotípicas significativas, a análise preliminar do proteoma revelou diferenças 
entre populações com diferentes susceptibilidades às altas pressões, indicando que a 
adaptação é exercida por regulação da expressão génica. A abordagem experimental não 
permitiu explicar a aparente recuperação transitória de sensibilidade às altas pressões nos 
ciclos intermédios de cada série que pode estar associada a pequenas variações das 
condições experimentais ou à perda de plasmídeos contendo genes envolvidos na 
resistência à pressão. 
Os resultados têm implicações óbvias na aplicação da tecnologia de altas pressões à 
inactivação de microrganismos em alimentos, devendo a cinética de inactivação ser 
estudada para cada combinação matriz alimentar–microrganismo–condições de 
pressurização. 
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